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BAB IV Metode Penelitian 
4.1. Jenis Penelitian 
Jenis penelitian yang akan dilakukan adalah true eksperimental dengan 
desain penelitian post control group pada 30 tikus rattus novergicus strain 
wistar yang di ovariectomi dan dibagi menjadi 6 kemlompok, kelompok 
kontrol, kelompok yang ovariektomi, kelompok yang diinduksi alcl3 100mg, 
kelompok OVX + AlCl3 50mg/KgBB, kelompok OVX + AlCl3 
100mg/KgBB, dan kelompok OVX + AlCl3 200mg/KgBB. Penilaian fungsi 
memori menggunakan metode morris water maze. 
4.2.Lokasi dan Waktu Penelitian 
Penelitian ini berlangsung di Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran 
Universitas Muhammadiyah Malang. Penelitian ini dilangsungkan pada  2019 
4.3.Populasi dan Sampel 
4.3.1. Populasi  
Populasi pada penelitian ini adalah tikus putih (rattus novergicus strain 
wistar) 
4.3.2. Sampel  
Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah tikus putih 
(Rattus novergicus strain wistar) yang penuhi kriteria inklusi  
4.3.3. Besar Sampel 
 Sampel perlakuan adalah  Ratus norvegicus strain wistar berusia 8-





digunakan dalam penelitian ini menurut (Wan Mohammad, 2017) dengan 
rumus berikut : 
 Minimum    n  = 10/k+ 1 
 Maksimum n = 20/k + 1 
Keterangan :  
n = besar sampel tiap kelompok 
k =  Jumlah  kelompok perlakuan 
Minimum     n = 10/6 + 1  
 n = 1,66 + 1 
 n = 2,66 ~ 3 
Total minimal sampel yang dibutuhkan adalah 3  x 6 = 18 ekor 
Maksimum n = 20/7 + 1  
 n = 3,33 + 1 
 n = 4,33 ~ 5 
Total maksimal sampel yang dibutuhkan adalah 5  x 6 = 30 ekor 
Pada penelitian tahap I  jumlah sampel yang digunakan sebanyak 5 ekor 
tiap kelompok sehingga total sampel sebayak 30  ekor tikus puith. 
Pengelompokkan ini terdiri dari :  
a. Kelompok 1 : Ratus norvegicus strain wistar   normal 
b. Kelompok 2 : Ratus norvegicus strain wistar   OVX 4 mgg 
c. Kelompok 3 : Ratus norvegicus strain wistar +   induksi AlCl3 100 





d. Kelompok 4 : Ratus norvegicus strain wistar   post OVX 4 minggu +  
induksi AlCl3 50 mg/kg BB/hari selama 6 minggu 
e. Kelompok 5 : Ratus norvegicus strain wistar   post OVX 4 minggu +  
induksi AlCl3 100 mg/kg BB/hari selama 6 minggu  
f. Kelompok 6 : Ratus norvegicus strain wistar  post OVX 4 minggu +  
induksi AlCl3 200 mg/kg BB/hari selama 6 minggu 
4.3.4. Teknik Pengambilan Sampel 
 Dengan menggunakan teknik simple random sampling. 
4.3.5. karakteristik sampel penelitian  
4.3.5.1.kriteria inklusi 
a. Jenis  kelamin betina dan tidak sedang hamil 
b. Usia 8-10 bulan 
c. Berat badan 200-300 gram 
d. Strain wistar 
e. Dalam keadaan sehat ditandai dengan mata jernih dan gerakannya 
yang aktif, tidak terapat luka atau cacat tubuh. 
4.3.5.2.kriteria eksklusi  
a. Tikus yang sakit selama penelitian 
b. Tikus yang mati selama penelitian 






4.3.6. Variabel penelitian  
4.3.6.1.Variabel bebas 
variabel bebas dalam penelitian ini adalah dosis induksi AlCl3 
4.3.6.2.Variabel tergantung  
variabel tergantung dalam penelitian ini adalah fungsi memori 
pada tikus betina strain wistar yang telah di ovariektomi. 
4.3.6.3.Variabel perancu 
variabel perancu pada penelitian ini adalah lingkungan (suhu, 
cahaya, kelembaban), perlakuan (penyondean, membersihkan 
kandang, pengambilan preparat hepar) 
4.3.7. Definisi oprasional 





Cara Ukur Alat Ukur Skala 
Variabel bebas 


























Dosis I : 
50mg/hari 
Dosis II : 
100mg/hari 
Dosis III : 




hari selama 3 
minggu dan 6 
minngu 












































Tabel 4.1. Tabel definisi oprasional 
4.4. Alat dan Bahan  
4.4.1. Alat 
1. Kandang tikus 
2. Penutup kandang dari anyaman kawat 
3. Botol air 
4. Timbangan  
5. Tempat makan tikus 
6. Sonde 
7. Kolam untuk water Maze test dengan diameter 150-180 cmm, tinggi 
35 cm 
8. Termometer 
9. Hidden platform dalam bentuk botol kaca transparan diameter 10 cm, 
tinggi 20 cm 
10. Stopwacth 





12. Spuit 1 cc Meja operasi kecil 
13. Baki plastik 
14. Handscoon 
15. Duk steril 
16. Korentang 
17. Bengkok 
18. Alat bedah minor  
4.4.2. Bahan 
1. Serbuk alumunium klorida (AlCl3)  
2. Air 
3. Makanan Tikus 
4. Minuman 
5. Aquades 
6. Etanol 95% 
7. Ketalar (dosis 10 mg/kgBB) 
8. Alkohol 70 % 
9. Gentamicin ampul (dosis 5mg/kgBB/hari) 
10. Nebacetin powder 
11. Bethadine solution 
12. Benang cat gut 







4.5. Prosedur penelitian 
4.5.1. Aklimatisasi  
Dilakukan pemeliharaan tikus betina selama 1 minggu sebelum  
(OVX). Tujuan dari pemeliharaan tikus putih ini adalah untuk  adaptasi 
lingkungan baru, dan pakan sebelum diberikan perlakuan sambil diamati 
kesehatannya. 
4.5.2. Ovariektomi 
OVX dilakukan berdasarkan metode Ingle DJ dan Griffith JQ, 
1971 yang dimodifikasi. Caranya yaitu : 
- Berat badan tikus ditimbang, kemudian dianestasi ketamin i.m dengan 
dosis 40 mg/kgBB. Bulu di daerah operasi (Abdomen) dicukur, tikus 
dibaringkan di meja operasi, kemudian dilakukan sterilisasi daerah operasi 
dengan bethadine solution dan alkohol 70 %, selanjutnya ditutup dengan 
duk steril. 
- Dibuat incisi 1,5 – 2 cm transabdomen kira-kira di atas uterus. Incisi 
dilakukan lapis demi lapis hingga menembus dinding peritoneum. Luka 
incisi ditarik ke lateral kanan-kiri menggunakan hak.  
- Bantalan lemak disingkairkan untuk memudahkan mencari oviduk dan 
ovariumnya. Ovarium terlihat menyerupai sekelompok anggur yang 
transulen. Oviduk dan ovarium dibebaskan dari jaringan lemak dan 
jaringan ikat di sekitarnya.  
- Dilakukan pengikatan di 2 tempat yaitu di proksimal dan distal ovarium, 
kemudian dilanjutkan dengan pengangkatam ovarium.hal ini dilakukan 





ovarium harus dijaga kelembaban organ-organ lain dengan cara menetesi 
dengan cairan fisiologis. Kembalikan uterus dan bantalan lemak ke posisi 
semula. 
- Sebelum dilakukan penjahitan, nebacetin powder ditaburkan ke dalam 
rongga abdomen. 
- Setelah luka dijahit dan ditutup, tikus dimasukkan dalam kandang. Tiap 
kandang hanya berisi 1 ekor tikus. Hari I, II, III pasca ooforektomi, 
dilakukan penyuntikan gentamicin i.m dengan dosis 5mg/kgBB/hari. 
- Selama pemeliharaan diberikan minum dan makan yang cukup, cahaya 
terang/gelap bergantian selama 12 jam dan dalam suhu kamar. 
- Tanda keberhasilan ooforektomi dapat dilihat dari gambaran diesterus 
pada hapusan vagina (David et al., 2005) 
4.5.3. Pap Smear 
Untuk mengevaluasi apakah tikus sudah menopause atau tidak dilakukan 
Pemeriksaan pap smear, caranya ( Frashier et al., 2013)  : 
1.  Pelan-pelan masukkan cotton swab yang steril kedalam vagina tikus 
yang terbuka 
2. Hasil swab digulungkan diatas object glass.  










4.5.4. Induksi  
Setelah aklimatisasi selesai,  kelompok 1 dan 2 tidak dilakukan dinduksi, 
sementara kelompok 3 – 6 dilakukan induksi AlCl3 per sonde (Rather et 
al., 2018)  berdasarkan urutan yang telah ditetapkan : 
1. Kelompok 3 : Ratus norvegicus strain wistar +   induksi AlCl3 100 
mg/kg BB/hari  
2. Kelompok 4 : Ratus norvegicus strain wistar   post OVX 4 minggu +  
induksi AlCl3 50 mg/kg BB/hari  
3. Kelompok 5 : Ratus norvegicus strain wistar   post OVX 4 minggu +  
induksi AlCl3 100 mg/kg BB/hari  
4. Kelompok 6 : Ratus norvegicus strain wistar  post OVX 4 minggu +  
induksi AlCl3 200 mg/kg BB /hr   
Perlakuan pada kelompok 3-6 ini dilakukan selama 6 minggu. 
4.5.5. Tes memori  
Tes  ini dilakukan menurut metode dari Morris, 1981 (Safithri et al, 
2102) Tikus dimasukkan ke dalam kolam dengan posisi kepala di atas dan 
ekor di bawah, sehingga bagian yang terlebih dahulu menyentuh air adalah 
ekor. Saat pertama kali tes dilakukan, tikus akan berenang mengitari 
pinggir kolam sampai ia menyadari bahwa tidak ada jalan untuk keluar 
dari kolam melalui pinggir kolam. Selanjutnya tikus akan mencoba 
berenang ke tengah menuju hidden platform. Parameter yang diukur 
adalah berapa lama waktu yang diperlukan tikus untuk mencapai hidden 





menemukan hidden platform, maka secara gentle kita dapat mengarahkan 
tikus untuk mencapai platform tersebut. Tikus dibiarkan berada di atas 
hidden platform selama ± 15 detik untuk orientasi. Selanjutnya dilakukan 
tes lagi dengan star-point yang berbeda. Tes memori dilakukan 4 kali per 
hari dengan 4 start-point yang berbeda-beda selama 5 hari berturut-turut. 
Dalam penelitian ini tes memori dilakukan 5 hari berturut-turut,  yaitu 
pada hari ke- 38, 39, 40, 41 dan 42 setelah induksi sebelum tikus dibunuh. 
4.6. Pengolahan dan analisis data  
a. Dilakukan uji normalitas untuk menngetahui apakah sebaran data 
normal. Sebaran data dikatakan normal bila p> 0.05 dan menjadi 
prasyarat dilakukan uji statistik parametrik.. Selanjutnya dilakukan uji 
homogenitas untuk mengetahui homogenitas data, dan dikatakan 
homogen bila p> 0.05. 
b. Dilakukan uji Anova untuk mengetahui adanya perbedaan yang terjadi 
pada rasio alumunium klorida terhadap fungsi memori pada tikus putih 
karena pemberian N.sativa.  
c. Bila dari uji one-way ANOVA diperoleh hasil bermakna dilanjutkan 
dengan uji Beda Nyata Terkecil (LSD : least square differences). 
Uji ini digunakan untuk mengetahui perbedaan pengaruh berbagai dosis 
alumunium klorida  antara kelompok kontrol dan perlakuan, dan antar 































Kelompok  3 
 Induksi AlCl3 
100 mg/kg BB 
/hr  
 
Kelompok  4 











OVX 4 mg+ 
Induksi 








Diberikan AlCl3  7 
hari/minggu selama 6 minggu 
pada kelompok 3,4,5, dan 6 
Dilakukan pemeriksaan pap 
smear pada hari ke 29 
Dilakukan analisa statistika menggunakan  general linear model 
